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Abstract 
Sequencing techniques Deoxyribonucleic Acid (DNA) at this time is a method to identify the genetic basis of living 
beings, including to determine the accurate genetic relationship of several DNA sequence data. Kinship clearly and 
easily can be expressed in the form of a phylogenetic tree diagram (Phylogenetic Tree). This diagram represents 
kinship obtained from the elektroferogram process of electrophoresis sequencing of DNA bases. From some sequences 
experimental results using sequence analysis application program gradually, starting from installing, editing, and 
alignment so as to obtain the analysis and phylogenetic branching diagram view. This study uses a sequence analysis 
program Mega-7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) to obtain a phylogenetic diagram for high accuracy 
and relatively easy to operate. This program can translate image data into nucleotide bases that shows the kinship of 
the distance the nearest branch with a standard sequence. The major advantage of this program is that it can do some 
analysis in a single program. 
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1. PENDAHULUAN  
Diagram filogenik (phylogenetic tree) adalah diagram berbentuk hubungan pencabangan yang 
menunjukkan hubungan evolusi antara berbagai sekuen makhluk hidup berdasarkan kemiripan dan 
perbedaan karakteristik fisik serta genetik yang diturunkan dari induknya sebagai pendekatan logis 
untuk menunjukkan hubungan evolusi antara organisme (Smith et al., 2010). Hasil yang diperoleh dapat 
diaplikasikan untuk membuat sistematika biologi, mencari fungsi dari suatu gen atau protein, riset medis, 
epidemologi hingga studi evolusi. Untuk menentukan pohon filogenetik diperlukan sekuen data-data 
hasil sekuensing DNA hasil eksperimen menggunakan sekuenser ABI Prism 310.  
Program Mega7 dapat digunakan mengetahui tingkat kemiripan antara sekuen satu dengan sekuen 
pembanding (standart). Beberapa tahapan umumnya perlu dilakukan, yaitu dimulai dari installing 
program, editing data sekuen dilanjutkan alignment. Dari hasil analisis akan diketahui  diagram 
filogeniknya. Hal ini menunjukkan sekuen yang mempunyai hubungan kekerabatan dapat diidentifikasi 
dengan menempati cabang yang terdekat. Liu  et al., (2008) menyebutkan bahwa program Mega7 dapat 
digunakan untuk dua tujuan sekaligus yaitu pengambilan kesimpulan hubungan evolusi dari sekuen-
sekuen yang homolog dan memperkirakan keragaman evolusi netral dan selektif diantara sekuen. Di 
samping itu Mega7 ini juga dilengkapi dengan hasil berupa diagram pohon filogenetik serta matrik jarak 
evolusi. 
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2. METODA PENELITIAN 
Sekuen-sekuen DNA yang digunakan dalam pencarian diagram filogenetik berasal dari data hasil 
elektroferogram menggunakan sekuenser ABI Prism 310 (Yuniarti, 2016). Pengambilan data ini melalui 
proses replikasi menggunakan mesin PCR. Hasil sekuensing untuk 1 µL  sampai dengan 8 µL untuk suhu 
anneling  49oC, 50oC dan 51oC dengan masing-masing cycle cycling 20 kali, 25 kali dan 30 kali, volume 
total pereaksi 20 µL. Dimulai dengan mengatur suhu  96°C selama 1 menit agar terjadi denaturasi awal 
(Yuniarti, et al., 2016). 
 
Selanjutnya, durasi  cycling pada mesin PCR secara berturut-turut diatur  sebagai berikut : 
- proses denaturasi pada suhu 96 °C selama 10 detik,  
- proses annealing pada suhu 50 °C pada selama 5 detik,  
- proses ekstensi pada suhu 60 °C selama 4 menit, kemudian disimpan pada suhu 4 °C disiapkan 
untuk proses purifikasi.  
 
Purifikasi produk cycle sekuensing dilakukan menggunakan Ethanol EDTA presipitasion (Yuniarti, et al., 
2016), seperti tampak pada Gambar 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 1. Hasil sekuensing untuk 1 µL  sd 8 µL untuk suhu anneling 49oC, 50oC dan 51oC dengan 
masing-masing cycle cycling 20 kali, 25 kali dan 30 kali (Yuniarti et al., 2016) 
 
 
2.1. Installing Program dan Editing Data Sekuen dengan Program Mega-7 
 
Setelah dilakukan install program Mega-7 diperoleh tampilan awal seperti Gambar 2,  dilanjutkan tahap 
editing (Gambar 3) dan menyimpan sekuens hasil editing dengan penulisan format sebagai berikut :*.ab1 
dan disimpan dalam file *.txt.  
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Gambar 2. Tampilan awal aplikasi MEGA 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 3. Tampilan tahap Editing 
 
 
2.2. Alignment dan Phylogenetic tree  
 
Langkah selanjutnya adalah memilih menu “align” dilanjutkan dengan “edit/ build alignment”, pilih 
halaman baru dan memasukkan sekuen yang akan dianalisis, seperti tampak pada Gambar 4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4. Edit dan alignmemt 
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Muncul kotak dialog “Select an options” akan muncul. Selanjutnya pilih “Create a new” untuk mulai 
membuat halaman baru, seperti tampak pada Gambar 5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 5.  Membuat halaman baru 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 6. Memilih menu DNA yang akan dianalisis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 7. Data sekuen yang akan dianalisis 
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Kemudian muncul pilihan DNA atau protein sebagai data type yang akan dianalisis keragaman 
filogeniknya,karena yang akan dianalisis adalah DNA maka pilih DNA, seperti Gambar 6. Data akan 
dianalisis dengan cara Edit-Insert sequence from file, dengan memilih file dari komputer, seperti Gambar 
7 dan Gambar 8, untuk semua sekuen yang dianalisis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 8. Data semua sekuen yang dianalisis 
 
 
Pada tahapan alignment dimasukkan 10 sekuen yang akan dianalisis (termasuk standart), namun sekuen 
yang terbaca dengan baik hanya 5 sekuen, yaitu : sekuen sampel-4 (pGEM-BDT2),  sampel-1 (pGEM-
BDT4),  sampel-5 (pGEM-BDT50) untuk cycle cycling, 25 kali pada suhu annealing 500C dan sampel-2 
(pGEM-BDT8), sebagai pembanding (standart) yaitu sampel-3 (pGEM-Std).  Kemudian dimasukkan 
dengan cara copy paste ke dalam kotak yang tersedia, dengan ketentuan format penulisan FASTA sbb : 
“>NamaSpecies” dan tidak lebih dari 30 karakter (angka tanpa spasi), seperti ditunjukkan pada Gambar 
9. Langkah berikutnya adalah menekan tombol Open,  sehingga akan muncul basa DNA dari masing-
masing sekuen, seperti tampak pada Gambar 9. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 9. Tampilan 5 sekuen DNA  
 
Kemudian disimpan dalam format MEGA dengan cara Klik Data-Export-MEGA format, ditunjukkan 
pada Gambar 10. 
 
Jurnal Penelitian dan Karya Ilmiah, Vol. 1, No. 2, Juli 2016: 109-117 
114 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 10. Simpan dalam format Mega 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 11.  Menyimpan : Save as file name 
 
 
Untuk menyimpan file, digunakan Save as dengan mengetikkan nama file, seperti tampak pada Gambar 
11. Langkah terakhir adalah membuat diagram filogeniknya dan melakukan analisis (Gambar 12 dan 13). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 12.  Membuat diagram filogenik 
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Gambar 13.  Hasil analisis 
 
Akhirnya, diperoleh tampilan pohon filogenik, seperti ditunjukkan pada Gambar 14 : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 14. Tampilan hasil diagram filogenik 
 
 
 
Dari uraian tersebut di atas maka tampak hasil sekuensing dengan hasil paling konsisten yang ditandai 
dengan kemiripan tinggi dibanding dengan pGEM- standart, yaitu terlihat pada jarak paling dekat 
menunjukkan kemiripan /tingkat kekerabatan paling tinggi.  
 
Dengan demikian diagram filogenik menggunakan program analisis Mega 7 tersebut dapat 
menunjukkan:  
 Masing-masing titik dalam pencabangan direpresentasikan sebuah pemisahan garis evolusi 
(kekerabatan) ke dalam dua sekuen yang berbeda.  
 Panjang masing-masing cabang pada titik berikutnya menunjukkan jumlah sekuen yang berubah yang 
terjadi sebelum level pemisahannya.  
 Panjang yang sama menunjukkan sekuen mempunyai rata-rata evolusi yang sama, hal ini ditunjukkan 
bahwa panjang garis yang ada berpangkal dari pangkal pohon utama.  
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4. PEMBAHASAN 
Tampilan hasil diagram filogenetik menunjukkan sekuen yang dianalisis mempunyai kedekatan atau 
kekerabatan dapat diidentifikasi dengan menempati cabang yang terdekat dengan sekuens standart 
(pembanding). Ditunjukkan pula pada pemanfaatan program Mega-7 untuk dua tujuan sekaligus yaitu 
pengambilan kesimpulan hubungan evolusi dari sekuen-sekuen yang homolog dan memperkirakan 
keragaman evolusi netral dan selektif diantara sekuen.  
Hasil analisis diketahui dari tampilan diagram pohon filogenetik (Gambar 14) serta hubungan 
kekerabatan yang ditunjukkan oleh jarak terdekat terhadap sekuen standart. Dari uraian tersebut di atas 
maka tampak data sekuensing dengan hasil paling konsisten yang ditandai dengan kemiripan tinggi 
dibanding dengan pGEM standart, yaitu terlihat pada jarak paling dekat, hal tersebut menunjukkan 
hubungan kekerabatan paling dekat.  
Dengan demikian dari hasil tampilan diagram pohon filogenik (phylogenetic tree) menggunakan 
program analisis Mega 7 dapat ditunjukkan sebagai berikut : 
- Masing-masing titik dalam pencabangan direpresentasikan sebuah pemisahan garis evolusi 
(kekerabatan) ke dalam dua sekuen yang berbeda.  
- Panjang masing-masing cabang pada titik berikutnya menunjukkan jumlah sekuen yang berubah 
yang terjadi sebelum level pemisahannya.  
- Panjang yang sama menunjukkan sekuen mempunyai rata-rata evolusi yang sama, hal ini 
ditunjukkan bahwa panjang garis yang ada berpangkal dari pangkal pohon utama. 
 
 
 
5. KESIMPULAN 
 
Hasil analisis diagram filogenik ditinjau dari tingkat kekerabatan memberikan kesimpulan sebagai 
berikut : 
1. Sampel-3 (pGEMBDT-Standart) dan sampel-5 pGEM-500C) direpresentasikan dua sekuen dengan 
tingkat kekerabatan yang sama, berarti sampel 5 pGEM-500C mempunyai tingkat kekerabatan 
tertinggi, sedang sampel 1 (pGEM-4) mempunyai tingkat kekerabatan sedikit lebih rendah. 
2. Sampel-2 (pGEM-BDT8) mempunyai tingkat kekerabatan relatif tinggi dibanding sampel-4. 
3. Sampel-4 (pGEMBDT2) mempunyai tingkat kekerabatan terendah. 
 
 
 
6. UCAPAN TERIMA KASIH 
 
Penulis mengucapkan terima kasih kepada Kemenristekdikti yang telah memberikan dana untuk 
penelitian ini melalui Hibah Penelitian Produk Terapan 2016. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Jurnal Penelitian dan Karya Ilmiah, Vol. 1, No. 2, Juli 2016: 109-117 
117 
7. DAFTAR PUSTAKA 
Jumailatus, S,. Teknik Sekuensing DNA, Pelatihan Teknik Sekuensing DNA, Lab. Terpadu Fakultas Sains 
dan Teknologi UIN Sunan Kalijogo, Yogyakarta, 2015. 
Liu, H., Wang, Z., Wu, Ya ., Wu, Yb ., Sun, C., Zheng, D., Xu, T., and Li, J., 2008. Molecular 
characterization an phylogenetic analysis of virus isolated from the mainland China. Veterinary 
Science. 85: 612-616. 
Maryamah, I.  Biochemical : Analisis Filogeni Menggunakan Software Mega.  31 Mei 2015 Prosiding 
Seminar Nasional Sains dan Inovasi Teknologi Pertanian 481 
Sabighoh, Aplikasi Mega 5, pada 31 Mei 2015 , http://zanjabilasabighoh .files.Word-press.com. 
Smith LM, Sanders JZ, Kaiser RJ. 2010. Fluorescence detection in automated DNA sequence analysis. 
Nature 321: 674–9. 
Yuniarti, H., Cholis B., Rinanti, A. 2016. Optimization of Cycle Sequencing DNA Base With Reagents 
BigDye pGEM Using DNA sequencer Genetic Analysis Auotomatis ABI Prism 310. Asian Journal 
of Microbiology, Biotechnology and Environmental Science. ISSN 0972 – 3005. Vol 18(1) : 25-30.  
